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摘要 : 谷 胶 甘 肽 -S- 转 移 酶 (GSTs) 在 机 体 的 解毒 代谢 和 抗 氧化 中 起 重要 作用 。 为 了 从 分 子 水 平 上 探究 野 桑 看 Bombyx 
mandarina 对 杀 虫 剂 抗 性 的 产生 机 理 , 本 研究 采用 实时 灾 光 定量 RT-PCR 方法 ,对 GSTs 基因 在 正常 饲养 野 桑 看 5 龄 幼 
虫 及 用 敌 敌 旦 和 涡 氰 菊 酯 处 理 5 龄 幼虫 不 同 组 织 中 的 转录 水 平 进行 检测 ,并 采用 hctin3 内 源 参 照 基因 对 检测 结果 进 
行 归 一 化 处 理 。 结 果 表 明 :用 政敌 县 和 澳 握 和 菊 酯 处 理 5 龄 幼虫 24 h 后 ,CSTs 基因 在 各 组 织 中 的 诱导 转录 水 平 存在 差 
异 , 但 GSTs 基因 在 脂肪 体 中 的 诱导 转录 水 平 最 高 ,其 次 为 中 肠 ,可 能 与 这 2 种 组 织 是 野 桑 看 主要 的 解毒 副官 有 关 。 
其 中 ,GSTe2 和 GSTe5 基因 诱导 转录 水 平 相 对 较 高 ,推测 这 2 个 基因 可 能 主要 参与 野 桑 看 对 外 源 物质 的 解毒 代谢 。 
XS: 野 桑 看 ; 谷 胱 甘 肽 -S$- 转 移 酶 基因 ; 组 织 ; 诱导 表达 ; 实时 灾 光 定量 PCR 
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Abstract: Glutathione S-transferases ( GSTs) play an important role in detoxification and antioxidation. In 





order to study the molecular mechanisms of insecticide resistance in the wild mulberry silkworm, Bombyx 
mandarina , we detected the transcription levels of GST genes in different tissues of the fifth instar larvae 
and those treated with dichlorovos and deltamethrin using real-time quantitative RT-PCR method, and took 
Actin3 gene as reference to dispose the results. The results showed that the expression levels of GST genes 
induced by dichlorovos and deltamethrin were different in various tissues, the highest expression level was 
found in fat body, and the second was in the midgut, and this might be due to that both tissues are major 
organs involved in detoxication of the pesticides. Furthermore, the GSTe2 and GSTe5 genes were highly 
expressed, so it is inferred that these genes may be mainly responsible for detoxification of xenobiotics. 
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At Pt H BRK-S-E $2 W ( glutathione-S-transferases , 
GSTs) 是 一 个 由 多 基因 编码 的 .具有 多 种 功能 的 超 
基因 家 族 , 广 泛 分 布 在 动物 、 植物 .酵母 和 细 梢 等 生 
物体 中 (Sheehan et al., 2001) 。 该 酶 系 在 机 体 的 解 
毒 代 谢 和 抗 氧化 中 起 重要 作用 。 昆 虫 的 GSTs 分 为 
Delta, Epsilon, Omega, Theta, Sigma 和 Zeta 6 个 已 
知 家 族 以 及 未 知 的 家 族 , 其 中 与 杀 虫 剂 抗 性 相关 的 


为 昆虫 特异 的 Delta 和 Epsilon 家 族 ( Chelvanayagam 
et al., 2001) 。 合 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 系 的 一 个 重要 特 
征 是 可 诱导 性 ,这 也 是 生物 体 对 内 源 和 外 源 有 毒物 
质 的 一 种 适应 能 力 ,已 成 为 GST 人 研究 中 的 一 个 热点 
( 陈 凤 菊 等 ,2003 ) 。 
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B. mori 的 血缘 关系 非常 近 , 一 般 认 为 二 者 具有 共同 
EI FAAR RIE, 1987), HTERARK 
期 以 来 被 作为 桑 园 害虫 加 以 防治 ,其 抗 性 方面 的 研 
究 相 对 较 少 ,事实 上 ,由 于 野 桑 个 生活 在 野外 ,长 期 
的 自然 选择 使 其 对 不 良 环境 的 适应 性 和 对 外 源 物质 
的 抗 性 远 高 于 家 蛋 ( 沈 卫 德 等 , 2003)。 因 此 ,对 野 
桑 重 抗 性 的 研究 可 为 提高 家 和 蛋 对 农药 的 抗 性 以 及 为 
鲜 运 目 害虫 的 防治 提供 理论 依据 。 

本 人 研究 选择 野 桑 到 GSTs 基因 从 分 子 水 平 上 探索 
野 桑 寿 体 内 的 解毒 和 抗 性 机 制 ,以 实时 菊 光 定量 PCR 
的 方法 检测 了 GSTs 基因 在 正常 饲养 野 桑 乔 5 龄 幼虫 
及 用 政敌 匡 和 洗 氰 菊 酯 处 理 5 龄 幼虫 不 同 组 织 中 的 
转录 水 平 , 并 采用 内 源 Actin3 基因 对 被 测 基因 的 转录 
水 平 进行 归 一 化 处 理 , 以 期 为 研究 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 
酶 基因 与 野 桑 看 抗 性 的 关系 提供 理论 参考 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 及 主要 试剂 

1.1.1 材料 : 供 试 野 桑 不 采集 于 办 州 大 学 桑 园 ,由 
本 实验 室 保存 。 人 饲育 温度 25C +2C ,RH 为 60% ~ 
75% ŠH., 

1.1.2 主要 试剂 : 总 RNA 抽 提 试剂 盒 TRNzol-A: 
购 目 天 根 生 化 科技 (北京 ) 有限 公 司 , SYBR 
PrimeScript " RT-PCR 试剂 盒 及 其 他 化 学 试剂 均 购 
日 宝生 物 工程 (大 连 ) 有 限 公 司 , 引 物 由 上 海 生 工 生 
物 工 程 技 术 服 务 有 限 公 司 合成 , 敌 敌 匡 为 江苏 梅 兰 
4E H] 7^ dh, ROSAS PB JR HR ED Sigma 公司 ， 
纯度 三 99% 。 


1.2 KARIR ESURS PB PAS TAL EIC l| 5S 龄 幼虫 组 织 
的 取样 方法 
参照 路 爱 成 等 (2009 ) 的 方法 配制 敌 敌 旦 和 混 
毛 和 菊 柄 浴 液 ,处 理 野 桑 乔 5 龄 第 3 天 幼虫 ,以 用 普通 
桑 叶 饲养 的 野 桑 看 5 龄 幼虫 为 对 照 ,其 中 , 敌 敌 苹 处 
理 采 用 浸 叶 法 , 省 氟 菊 柄 处 理 采 用 点 滴 法 ( 赵 华强 
等 , 2008 ) 。 经 过 24 h , 解 训 各 处 理 组 和 对 照 组 野 桑 
看, 获取 丝 腺 、 中 肠 、 脂肪 体 组 织 材料 ,在 双 蒸 水 中 冲 
洗 3 次, -70 人 保存 备用 。 
1.3 不 同 处 理 的 $ 龄 幼虫 组 织 总 RNA 提取 
参照 总 RNA 抽 提 试剂 盒 TRNzol-A -的 说 明 , 取 


对 照 组 和 处 理 组 野 桑 乔 5 龄 幼虫 各 3 区 ,重复 取样 ， 
每 区 10 头 ,分别 抽 提 各 组 织带 官 的 总 RNA, -70C 
保存 备用 。 


1.4 cDNA 第 一 链 合 成 

第 一 链 cDNA 合成 反应 50 pL 体系 包括 :总 
RNA 1 ng,50 pmol/L Oligo( dT)163 引 | 物 1 uL,5 x 
M-MLV buffer 10 LLL, 10 mmol/L dNTP 2. 5 uL, 
40 U/uL RNase Inhibitor 0. 5 nL,200 U/uL M-MLV 
1 uL; T 422€ x yr 1h, 
1.5 实时 荧光 定量 PCR 

引物 采用 Primer5. 0 软件 ,按照 Real-time PCR 要 
求 设计 Actin3 内 参照 基因 和 GSTs 基因 的 引物 对 ( 表 
1) 。 采 用 SYBR PrimeScript " RT-PCR 试剂 盒 进行 测 
定 , 具 体 实 验 步 又 按照 说 明 书 进行 ,反应 体系 为 
20 kL。 反 应 程序 为 :95% 变性 1 min; 随后 40 个 循 
环 :9$S% 55s, 55%C 10 s, 727C 10 s。 反 应 过 程 由 测定 
仪 软件 上 自动 设 定 。 每 个 样品 重复 测定 3 次 , 取 平 
均值 。 


表 1 Real-time PCR 引物 对 


Table 1 Primer pairs for real-time PCR used in this study 


Actin3 F: 5'-CGGCTACTCCTTCACTACC -3' 


目的 基因 引物 序列 
Target gene Primer sequence 
R; 5' -CCGTCGGGAAGTTCGTAAG -3' 
GSTdl F: 5' -CGGGCTATTCAAACCTATCTG -3' 
R; 5' -CTCAGGTACAAAGTGCCAAGA -3' 
GSTe2 F: 5' -ATCTGGTGATTGCCGATAGC -3' 
R: 5' -TGGGGAATAGAATGGTCGC -3' 
GSTe5 F: 5' -GCGGCGAGAAAGAAATACG -3' 
R; 5' -CTGATGGAAGTAACGCAGCAA -3' 
GSTo3 F: 5' -CTCCGACACTGTCAATGAGGA -3' 
R; 5' -CTCGAACCAAGGCCATATCAT -3' 
GSTz2 F: 5' -CGGTCTGAAGAAACATTTGGG -3' 


R: 5' -TGATCTCCGATGCAGTAAGC -3' 
GSTs1 F: 5' -GACATGGGGTGATTTCCTG -3' 
R: 5' -AGCCTTCACTTTGGGCTGT -3' 


Tm fR CC.) 产物 长 度 (bp) 
Tm of primer Product size 
59.72 147 
59.72 
58.01 125 
58.01 
57.56 150 
57.80 
57.56 139 
58.01 
59.97 145 
58.01 
58.01 129 
57.80 
57.56 136 


57.56 
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1.6 ”数据 处 理 与 分 析 

RT-PCR 的 结果 数据 用 仪 絮 目 带 的 Sequence 
Detection Software Version 1. 3. 1 软件 处 理 , 并 参照 
Schefe 等 (2006 ) 的 方法 进行 效率 校正 , 图表 采用 
SPSS16.0 软件 制作 。 


结果 与 分 析 


2.1 用 敌 敌 情 和 省 氰 菊 酯 处 理 的 野 桑 每 S 龄 幼虫 
中 肠 GSTs 基因 的 诱导 转录 水 平 

如 图 1 所 示 ,用 政敌 旦 和 省 握 菊 本 处 理 $ 龄 幼 
18 24 h 后 ,与 对 照 组 相 比 ,中 肠 组 织 中 本 研究 所 选 6 
种 CSTs 基因 的 诱导 转录 水 平 存 在 不 同 程度 的 变 
化 。 其 中 ,GSTe5 基因 的 诱导 转录 水 平 最 高 ,说 明 在 
中 肠 组 织 中 ,时 又 看 抗 性 的 产生 主要 与 GSTe5 基因 
有 关 ;CS787 基因 也 能 被 政敌 其 和 浊 氰 菊 酯 诱导 ,使 
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转录 水 平 提高 ;GSTe2 和 GSTo3 基因 的 诱导 情况 相 
似 , 即 仅 被 敌 敌 长 族 导 ,不 被 涡 氟 菊 丁 诱导; GSTd1 
和 GSTz2 基因 都 不 被 这 两 种 杀 虫 剂 诱导 。 
2.2 ”用 敌 敌 情 和 溴 氰 菊 酯 处 理 的 野 桑 符 5 龄 幼虫 
脂肪 体 中 GSTs 基因 的 诱导 转录 水 平 

如 图 2 所 示 , HR ARR Bi IE PE 5. 龄 幼 
524 h 后 ,与 对 照 组 相 比 ,脂肪 体 中 6 种 GSTs 基因 
的 诱导 转录 水 平 不 同 。 其 中 ,GSTe2 基因 的 诱导 转 
录 水 平 最 高 ,而 且 均 能 被 敌 敌 哺 和 温 握 莱 栈 诱导 ,说 
明 在 脂肪 体 中 , 野 桑 看 抗 性 的 产生 主要 与 CS7e2 基 
因 有 关 ;GS7o3 基因 也 能 被 诱导 ,但 是 被 诱导 的 程度 
稍 低 ; GSTdl 和 GSTz2 基因 的 诱导 情况 类 似 , 即 都 
被 本 天 长 请 导 上 调 , 被 溴 氰 菊 醋 诱导 下 调 ; 当然 ， 
GSTs1 基因 在 脂肪 体 中 转录 水 平 非常 高 ,而 且 能 被 
两 种 杀 虫 剂 诱导 上 调 (数据 未 列 出 )。 
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GSTs 基因 在 野 桑 委 5 龄 幼虫 中 肠 中 的 杀 虫 剂 诱导 转录 水 平 


Transcription level of GST genes induced by insecticide in midgut of 5th instar larvae of Bombyx mandarina 


同一 基因 处 理 与 对 照 间 的 差异 显著 性 进行 了 比较 (1 检验 ),，*0.01<P<0.05, * P<0.01, NS 差异 不 显著 ; 图 2、 图 3 Wj, The significances of 


differences between the treatment and the control were tested ( t test), * 


same for Fig. 2 and Fig. 3. 
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0.01  Px0.05, ** Px 0.01, and NS indicates no significant difference. The 
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图 2 GSTs 基因 在 野 桑 乔 5 龄 幼虫 脂肪 体 中 的 杀 虫 剂 诱导 转录 水 平 


Fig. 2 Transcription levels of GST genes induced by insecticide in fat body of 5th instar larvae of Bombyx mandarina 
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2.3 用 政敌 情 和 溴 氰 菊 酯 处 理 的 野 桑 符 5 龄 幼虫 
丝 腺 中 GSTs 基因 的 诱导 转录 水 平 

如 图 3 所 示 , 用 敌 敌 匡 和 澳 氰 菊 醋 处 理 5 龄 幼 
R 24 bh 后 ,与 对 照 组 相 比 , 丝 腺 中 6 种 GSTs 基因 的 
PTR KKP ERR, 而且 存 在 差异 。 其 中 ， 
GSTe2 基因 的 诱导 转录 水 平 相 对 较 高 ,而 且 均 能 被 


Relative expression level 
oo 


GSTdl GSTe2 GSTe5 
基因 Genes 


[1 正常 Control 
敌敌畏 Dichlorvos 
B 澳 氰 菊 酯 Deltamethrin 


MRAR RKA T ,说明 在 丝 腺 中 ERAD 
的 产生 主要 与 CS7e2 基因 有 关 ; 6STo3 基因 也 能 被 
诱导 ,但 是 被 诱导 的 程度 比较 低 ;GSTdl 和 CSTe5 3& 
的 转录 水 平 被 敌 敌 长 诱导 下 调 , 不 被 涡 氟 菊 酯 诱 
S5 GSTs1 基因 的 诱导 转录 水 平 被 涡 氰 菊 酯 诱导 下 
调 ;GST22 基因 均 不 被 两 种 杀 虫 剂 诱导 。 









* 


GSTo3 GSTzZ GSTs1 


图 3 GSTs REIRE 5 龄 幼虫 丝 腺 中 的 杀 虫 剂 诱导 转录 水 平 


Fig. 3 Transcription levels of GST genes induced by insecticide in silkgland of Sth instar larvae of Bombyx mandarina 


3 讨论 


昆虫 能 够 生存 于 各 种 环境 ,是 长 期 进化 的 结 
果 , 解毒 酶 系 的 诱导 能 够 帮助 昆虫 解除 对 目 身 有 毒 
而 不 利于 生存 的 各 种 内 源 和 外 源 化 合 物 (Frolov and 
Alatorsev, 1994) 。 昆 虫 GSTs 不 仅 能 通过 催化 GSH 
BAHEA NASEMA TE RIETI SE ( Hayes 
et al., 2005) ,也 具有 三 非 依 赖 性 的 谷 胱 甘 肽 过 氧化 
物 酶 活性 ,能 对 杀 虫 剂 等 引起 的 氧化 应 激 反 应 过 程 
中 产生 的 有 机 过 氧化 氧 解毒 ,间接 地 参与 昆虫 对 杀 
虫 剂 的 抗 性 形成 (Vontas et al., 2001) 。 目 前 已 知 的 
诱导 剂 主 要 包括 植物 次 生性 物质 、 杀 虫 剂 、 除 草 剂 、 
昆虫 激 系 及 其 类 似 物 和 药物 (如 茶 巴 比 妥 ) 等 。 

Yu(1992) 以 1- 毛 -2,4- 二 硝 基 茶 (1-chloro-2 ,4- 
dinitrobenzene, CDNB) 和 1 ,2- 二 氯 4- 硝 基 葵 (3 ,4- 
dichloronitrobenzene，DCNB ) 为 底 物 , 测 得 具有 有 机 
磷 和 除虫菊 酯 抗 性 的 秋 夜 蛾 体内 的 GSTs 活性 有 所 
增加 。Le Goff 等 (2006 ) VLZ& EX EE ERU BR] Rer E S 
导 采 晶 时 发 现 不 同 的 诱导 物 可 能 诱导 不 同 的 GSTs 
基因 表达 ,在 雌雄 间 也 存在 一 定 的 差异 。 本 实验 的 
数据 表明 ,通过 政敌 旦 和 涡 握 和 菊 酯 的 诱导 作用 , 野 桑 
看 体内 各 GSTs 基因 在 不 同 的 组 织 中 诱导 转录 水 平 
不 同 ,其 中 ,GSTe2 和 GSTe5 基因 的 转录 水 平 上 调 最 


为 明显 ,推测 这 2 个 基因 可 能 与 野 桑 重 的 抗 药性 有 
一 定 的 关系 。 

为 外 ,本 实验 通过 对 GSTs 基因 诱导 转录 水 平 
的 研究 ,发 现 野 桑 蛋 GSTs 基因 在 脂肪 体 有 较 高 的 
诱导 转录 活性 ,可 能 会 通过 脂肪 体 的 代谢 作用 分 解 
毒性 ,其 次 为 中 肠 , Yu 等 (2008 ) 对 家 看 GSTs 基因 
的 研究 也 得 到 了 同样 的 结 采 。 省 霹 菊 酯 诱导 实验 处 
理 供 试 昆虫 采用 的 是 点 滴 法 ,这 可 能 是 造成 脂肪 体 
中 与 抗 药性 相关 的 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 的 表达 比 中 
肠 具 有 更 高 的 选择 啊 应 的 原因 。 合 胱 甘 肽 -S- 转 移 
酶 系 的 诱导 具有 剂量 效应 和 时 间 效 应 ,只 有 当 诱 导 
剂 达到 一 定 浓度 和 一 定 作用 时 间 才 发 生 诱导 作用 ， 
本 实验 澳 氰 菊 酯 的 诱导 时 间 主 要 参考 Stevens 等 
(2000) 用 0. 5% 的 2- 十 一 煤 酮 诱导 烟草 天 峨 
CYP942 mRNA 在 不 同时 间 的 表达 。 

目前 ,对 野 桑 看 合 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 的 研究 几乎 
未 见报 道 ,本 研究 采用 实时 获 光 定量 RT-PCR 方法 ， 
从 分 子 水 平 上 研究 野 桑 看 对 杀 虫 剂 抗 性 的 产生 机 
理 , 为 研究 昆虫 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 系 的 功能 和 GSTs 
基因 与 野 桑 和 看 抗 药性 的 关系 提供 了 参考 ,期 望 通过 
对 野 桑 乍 抗 性 的 研究 为 提高 家 得 对 农药 的 抗 性 以 及 
为 鲜 库 目 害虫 的 防治 提供 理论 依据 。 
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